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HBA1    podenota alfa 1 hemoglobina  
HBA2    podenota alfa 2 hemoglobina  
HBB    podenota beta hemoglobina 
HbVar   Database of human Hemoglobin Variants and Thalassemia  
   Mutations 
HIF   s hipoksijo inducirani faktorji 
JAK2    janus kinaza 2  
KME   Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko 
LOVD   Leiden Open Variation Database 
MCMB  Medicinski center za molekularno biologijo, Inštitut za biokemijo in 
   molekularno genetiko Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani 
NGS    sekvenciranje naslednje generacije (ang. next generation sequencing)  
O2    kisik  
OMIM   Online Mendelian Inheritance in Man 
p50   50 % nasičenost hemoglobina s kisikom v odvisnosti od parcialnega 
   tlaka kisika 
PCR    verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction)  
PV    policitemija vera  
TBE    pufer tris/borat/EDTA  
TEMED   tetrametiletilendiamin 
Ta   temperatura prileganja začetnih oligonikleotidov  
Tm    talilna temperatura začetnih oligonukleotidov  
UTR    neprevedena regija gena (ang. untranslated region)  
VHL    tumorski supresor von Hippel-Lindau  
ZO   začetni oligonukleotid 
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1 UVOD 
1.1  OPREDELITEV PROBLEMA 
Eritrocitoza je patološko stanje s prekomernim številom rdečih krvničk, kar vodi v povečan 
hemoglobin (Hb) ali hematokrit in posledično povečano viskoznost krvi (McMullin, 2008). 
Eritrocitoza je lahko pridobljena kot posledica kronične hipoksije tumorjev, ki proizvajajo 
eritropoetin (EPO) ali prave policitemije (PV). PV je bolezen matičnih celic, kjer poteka 
proliferacija tudi ob odsotnosti EPO. Kadar je eritrocitoza prisotna od rojstva, jo imenujemo 
družinska eritrocitoza (DE). Večina bolnikov ima simptome že v otroštvu ali mladosti, 
motnja pa je prisotna tudi pri drugih družinskih članih (McMullin, 2016). S pojavom DE so 
do zdaj povezali devet genov: EPOR, EGLN1, EPAS1, VHL, EPO, HBB, HBA1, HBA2 in 
BPGM (Bento in sod., 2015). V primeru genov za Hb (HBA ali HBB) so znane različice 
nukleotidnega zaporedja z visoko afiniteto za kisik (O2) (Charache in sod., 1966; Robert in 
sod., 2004). V primeru genov HBA1, HBA2 in HBB so različice nukleotidnega zaporedja 
genov povezane z obliko α-globulina ali β-globulina, ki preprečujejo sprostitev kisika v 
tkivo. Pri mnogih bolnikih je eritrocitoza odkrita zgolj naključno, nekateri pa imajo 
nespecifične simptome, kot so šibkost, utrujenost, glavoboli in zamegljen vid (McMullin, 
2016). Nezdravljena eritrocitoza lahko vodi do tromboembolitičnih zapletov, zato je 
pomembno, da je pravočasno odkrita (Bento in sod., 2015). 
V zdravstvenem sistemu v Sloveniji še ni vzpostavljen sistem za diagnozo DE, PV pa je 
opredeljena s sekvenciranje gena JAK2. Glavni način zdravljenja PV je puščanje krvi 
(venepunkcija), z inhibitorji JAK2 in aspirinom (Mlakar, 2008). Zdravljenje DE trenutno 
nima smernic. 
1.2  NAMEN IN CILJI NALOGE  
Namen magistrske naloge je bil zbrati vse opisane različice nukleotidnega zaporedja genov 
HBA1 in HBA2, ki so povezane z DE ter vodijo do večje afinitete Hb do kisika. Pomagali 
smo si s podatkovnimi zbirkami za opredelitev pomembnih regij v genih, ki so povezane s 
pojavom te bolezni. Cilj naloge je vzpostavitev diagnostičnega testa za bolnike s sumom na 
DE, s katerim bi preverili prisotnost različic nukleotidnih zaporedij genov HBA1 in HBA2. 
V preiskavo smo vključili dva družinska člana s sumom na DE. Nalogo je odobrila Komisija 
Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME 0120-91/2019). 
1.3  HIPOTEZE  
o Različice nukleotidnega zaporedja genov HBA1 in HBA2, ki povzročajo družinsko 
eritrocitozo, so na predelih gena, ki je ključen za afiniteto vezave kisika.  
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o Dva bolnika iz družine, vključene v raziskavo, z eritrocitozo neznanega vzroka imata 
v genih HBA1 in HBA2 različice nukleotidnega zaporedja, predhodno povezane z 
ECYT7. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZGODOVINA ODKRIVANJA ERITROCITOZE  
Eritrocitozo je prvič opisal Denis Jourdanet pred 150 leti, ko je odkril, da je kri ljudi, ki 
živijo na višjih nadmorskih višinah, bolj viskozna kot od ljudi, ki živijo na nizkih 
nadmorskih višinah (Jourdanet, 1863, cit. po Bento in sod., 2015). Štiriintrideset let kasneje 
sta Paul Carnot in C. de Flandre napisala postulat, v katerem je navedeno, da je produkcija 
rdečih krvnih celic regulirana s humoralnim eritropoetskim faktorjem, ki sta ga poimenovala 
»hemopoetin«. Opazila sta porast v količini retikulocitov pri normalnih kuncih po vbrizganju 
krvi slabokrvnih kuncev, ki so bili izpostavljeni krvavitvam (Carnot in sod., 1906, cit. po 
Bento in sod., 2015). Kasnejše raziskave so pokazale, da je ta humoralni faktor, preimenovan 
v eritropoetin (EPO), vzbujen s hipoksijo tkiva. Napredki v molekularni biologiji so vodili 
k potrditvi, da hipoksija inducira eritrocitozo kot posledico od EPO sprožene povečane 
eritropoeze in so pomagali določiti molekulske mehanizme, vpletene v pot zaznavanja kisika 
(Wang in sod., 1991). V pojav DE je vključenih vsaj devet genov. Pri 70 % bolnikov, za 
katere sumimo na prisotnost DE, so vzroki za pojav bolezni neznani. To pomeni, da nimamo 
učinkovitega načina za napoved pojava bolezni, njenega razvoja in zdravila (Bento in sod., 
2015). 
2.2 HEMATOPOEZA 
Hematopoeza je proces tvorbe in razvoja različnih tipov krvnih celic. Ob začetku ponatalne 
hematopoeze začnejo nastajati limfociti, monociti, granulociti, trombociti in eritrociti. V 
poznih stadijih razvoja človeka postane kostni mozeg edini predel, v katerem poteka 
hematopoeza. Proces nastanka in razvoja eritrocitov imenujemo eritropoeza. Razvoj poteka 
od multipotentnih hematopoetskih matičnih celic do zrelih eritrocitov. Znano je, da hormon 
EPO sodeluje kot rastni faktor pri večini stadijev produkcije in razvoja eritrocitov (Greer in 
sod., 2013).  
2.2.1 Eritropoeza 
Eritropoeza je natančno reguliran proces, pri katerem multipotentne hematopoetske matične 
celice proliferirajo in dozorijo v zrele eritrocite. Proces vzdržuje stalno koncentracijo 
eritrocitov v krvi. Eritropoeza poteka v treh stopnjah; tvorba pronormoblastov iz 
multipotentnih hematopoetskih matičnih celic; delitev in diferenciacija pronormoblastov v 
posamezne normoblaste, ki nato dozorijo v retikulocite. Retikulociti zapustijo kostni mozeg 
ter v enem dnevu dozorijo v eritrocite (Baron in Fraser, 2005). EPO je glavni regulator 
eritropoeze in pretežno nastaja v ledvicah, saj bolniki z odpovedjo ledvic trpijo za posledično 
anemijo. Produkcija EPO je regulirana s koncentracijo kisika v telesu. Tkivna hipoksija 
poveča produkcijo in izločanje EPO, ki stimulira krvotvorne matične celice in poveča 
produkcijo eritrocitov. Povečana masa krvnih celic povratno negativno regulira produkcijo 
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EPO, katerega zmanjšana produkcija povzroči zmanjšano tvorbo novih krvnih celic (Bunn, 
2013). EPO se veže na eritropoetinski receptor (EPOR), ki se nahaja v krvotvornih matičnih 
celicah. Ob vezavi se znotrajcelična JAK2 dimera združita in avtofosforilirata, kar sproži 
kaskado transdukcije signala (Remy in sod., 1999), odgovornega za proliferacijo in 
diferenciacijo v zrele eritrocite. 
 
Slika 1: Shematski prikaz vezave EPO na EPOR in posledično združenje JAK2 dimera. Povzeto po (Brunn, 
2013) 
Bolniki z eritrocitozo tipa 7 (ECYT7), ki imajo visokoafinitetni Hb zaradi sprememb v 
podenotah alfa, imajo zaradi hipoksije tkiva v krvi povečano koncentracijo EPO kljub 
zadostni količini krvnih celic. Povišana koncentracija EPO povzroči dodatno produkcijo 
krvnih celic in posledično povečano viskoznost krvi. 
2.2.2 Regulacija kisika in hipoksija tkiva 
Raven kisika je uravnavana s heterodimernimi transkripcijskimi faktorji, natančneje s 
hipoksijo induciranimi faktorji (HIF), ter z njim povezano regulacijo odvisno od količine 
kisika v tkivu. Aktivnost HIF je negativno regulirana z von Hippel-Lindau (VHL) 
ubikvitinsko proteosomsko potjo. V primeru, da je kisika v organizmu dovolj, pride do 
hidroksilacije HIF-α s strani prolil hidrogenazne domene, za katero nosi zapis gen EGLN1. 
To omogoča vezavo VHL na HIF-α, kar vodi v proteosomsko razgradnjo HIF-α. V primeru 
hipoksije tkiva je HIF-α zaščiten pred hidroksilacijo in posledično razgradnjo in se lahko 
veže na promotor genov, vključenih v odgovor na hipoksijo, ter uravnava njihovo izražanje 
(Kaelin in sod., 2016). Pri hipoksiji je preskrba tkiv s kisikom nezadostna, hipoksemija pa 
opisuje stanje zmanjšane koncentracije kisika v arterijski krvi. 
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2.3 ERITROCIT IN HEMOGLOBIN 
Hb je protein v eritrocitih, odgovoren za prenašanje kisika po krvi od pljuč do ostalih tkiv. 
Hb tvorita dve podenoti alfa in dve podenoti beta in skupaj tvorijo proteinski tetramer 
(McMullin, 2008). Zapisi genov za podenote alfa in beta se nahajajo na kromosomih 16 in 
11. Vsaka podenota ima prostetično skupino hem, ki veže kisik. Po sintezi verig globina se 
nanj veže hem ter stabilizira nativno strukturo podenote. Hem se nahaja v strukturi, ki jo 
imenujemo hidrofobni žepek, ki je obrnjen navzven pri hemoglobinu A (HbA), spremembe 
znotraj te strukture vodijo v alteracije v afiniteti vezave (Thom in sod., 2013). Železo je na 
Hb vezano v reduciranem stanju (Fe2+). V primeru, da je železo metilirano ali oksidirano 
(Fe3+), ne more vezati kisika, je nestabilno in vodi v razpad hemina. Hemin je porfirin z 
vezanim kloridnim ionom in se lahko pretvori v hem B. Krvne celice so zato razvile zapleten 
mehanizem, da vzdržujejo Hb v reduciranem stanju (Ganz in Nemeth, 2012). Kinetika 
vezave Hb in kisika je natančno uravnavana glede na starost človeka in metabolne 
spremembe. Prav tako molekule Hb zmanjšajo možnost težav, povezanih z železom in 
reaktivnimi oblikami kisika (Thom in sod., 2013). Različice nukleotidnih zaporedij genov 
HBA1, HBA2 in HBB povzročajo različne bolezni, pri katerih je okvarjena funkcija Hb 
(McMullin, 2008).  
 
2.3.1 Nepravilnosti hemoglobina 
Nepravilnosti Hb delimo na dve vrsti: talasemije, kjer je zmanjšana ali popolnoma odsotna 
ekspresija genov Hb, in hemoglobinopatije, pri katerih spremenjena struktura Hb vpliva na 
njegovo delovanje (Greene in sod., 2014). 
Slika 2: Levo – shematski prikaz hemoglobina, ki je sestavljen iz dveh alfa podenot (svetlo modra) in beta 
podenot (temno modra), desno – strukturni prikaz hema. Povzeto po (Mozzarelli in sod., 2013) 
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2.3.1.1 Talasemije 
Talasemije delimo na dve podvrsti; alfa in beta. Alfa talasemija je ena najpogostejših 
genetskih abnormalnosti in jo povzroča zmanjšana ali odsotna produkcija alfa verig Hb. 
Najpogostejši razlogi za razvoj stanja so delecije v enem genu (HBA1, HBA2) ali obeh. Alfa 
talasemija je prevalentna v tropskih in subtropskih regijah, kjer je malarija epidemična, 
vendar se je zaradi številnih migracij začela pojavljati tudi na zahodu. Bolezen je zelo 
heterogena tako na klinični kot tudi na molekularni ravni (Galanello, 2011). Beta talasemija 
se pojavi ob zmanjšani ali odsotni sintezi beta verig, kar je posledica različic nukleotidnega 
zaporedja na genu HBB. Prekomerna količina podenot alfa sproži nastajanje netopnih 
agregatov, kar vodi v neefektivno eritropoezo in posledično krajše preživetje eritrocitov 
(Nienhuis in Nathan, 2012). 
2.3.1.2 Hemoglobinopatije 
Spremembe v zaporedju genov, ki kodirajo podenote Hb, vodijo v nastanek Hb z višjo ali 
nižjo afiniteto do kisika. Nižja afiniteta do kisika vodi v razvoj anemij, saj povečano 
sproščanje kisika v tkiva vodi v zmanjšano produkcijo eritrocitov. Pri povečani afiniteti 
vezave nastane eritrocitoza, saj vodi zmanjšano sproščanje kisika v povečanje produkcije 
eritrocitov. Hb prehaja med deoksigeniranim stanjem T (ang. tense), ki ima nizko afiniteto 
vezave kisika, ter oksigeniranim stanjem R (ang. relaxed) z visoko afiniteto vezave kisika. 
Prehod med stanjem T in R je odvisen od interakcije med α1β2, kar pomeni, da spremembe 
zaporedja aminokislin v stičišču globinov lahko vodijo v povišano afiniteto vezave kisika. 
α1β2 so stičišča med posameznimi podenotami Hb (Thom in sod., 2013). 
Sproščanje vezanega kisika je regulirano tudi z Bohrovim efektom. V perifernem tkivu se 
odvečen ogljikov dioksid (CO2) veže na Hb. Anhidraze ga metabolizirajo v ogljikovo 
kislino, pri čemer se sprosti vodikov proton (H+), ki nase veže Hb, kar vodi v sprostitev 
kisika. V primeru substitucij na stičišču med α1β2 pride do spremembe konformacije Hb in 
posledično do zmanjšanja učinkovitosti prehoda med konformacijama in posledično do višje 
afinitete vezave kisika. Prav tako spremembe v zaporedju C-terminalnih koncev vplivajo na 
sama stičišča med podenotami in posledično prehod med konformacijami. 
2,3-bisfosfoglicerat (2,3-BPG) je negativni alosterični regulator vezave kisika na Hb. Veže 
se med β podenote, ko je Hb v stanju T (Slika 3) in omejuje vezavo kisika. Ob upadu 
koncentracije 2,3-BPG in z vezavo kisika preide Hb v stanje R, vezi med 2,3-BPG in β 
podenotami se prekinejo (Litwack, 2018). V primeru različic nukleotidnega zaporedja, ki 
vodijo v strukturne spremembe na mestu vezave 2,3-BPG, se ta težje veže ali se ne veže, kar 
vodi v povišano afiniteto vezave kisika (Thom in sod., 2013). 
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Slika 3: Prikaz vezave 2,3-BPG na hemoglobin. Povzeto po (Litwack, 2018) 
Prvi opisani primer visoko afinitetnega Hb je Hb Chesapeake leta 1966. Po tem so odkrili 
več kot 100 visokoafinitetnih različic nukleotidnega zaporedja genov HBA in HBB. Večina 
različic Hb se nahaja na β podenoti, ki jo kodira gen HBB. Eritrocitoza, povezana z 
visokoafinitetnim Hb, se večinoma deduje in le redki primeri so de novo (Bento in sod., 
2015). Večina do sedaj opisanih različic nukleotidnega zaporedja se nahaja na ključnih treh 
regijah Hb: 
• α1β2 stičišču, 
• C-terminalnem koncu α in β verig, 
• 2,3-BPG vezavnem mestu. 
 
Te regije so ključne za pravilno delovanje Hb (Thom in sod., 2013). Bolniki z DE zaradi 
visokoafinitetnega Hb so večinoma brez simptomov, razen trombembolitičnih zapletov 
zaradi povišane koncentracije hematokrita (Bento, 2018). 
2.4 ERITROCITOZA 
Eritrocitoza je bolezensko stanje, pri katerem pride do povišane koncentracije eritrocitov v 
krvi. Delimo jo na primarno, kjer je motnja v kostnem mozgu in na sekundarno, kjer je 
motnja izven kostnega mozga. Družinska eritrocitoza je dedna oblika bolezni, kjer različice 
nukleotidnega zaporedja genov vplivajo na zaznavanje koncentracije kisika ali transport le-
tega. Sum na eritrocitozo je pri koncentraciji Hb, ki presega koncentracijo 185 g/L pri 
moških in 165 g/L pri ženskah. Absolutna eritrocitoza ali prava eritrocitoza je prisotna, ko 
celična masa rdečih krvničk presega 125 % celične mase, predvidene za spol in telesno maso 
(Keohane in sod., 2013; Gašperšič in sod., 2021).  
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2.4.1 Primarna eritrocitoza 
Primarna eritrocitoza je klinično stanje, ki je karakterizirano kot povečana koncentracija Hb 
in števila rdečih krvničk. Odsotnost levkocitoze, trombocitoze in prisotnost milih simptomov 
pomaga pri razlikovanju družinske eritrocitoze (DE, prirojene) od prave policitemije (PV, 
pridobljene) (Abilgaard in sod., 1963). Opisuje se kot abnormalnost EPO receptorja zaradi 
različic nukleotidnega zaporedja EPOR gena in preobčutljivost na EPO ter posledično 
eritrocitozo (de la Chapelle in sod., 1993). Prav tako so različice nukleotidnega zaporedja 
JAK2 povezane s pojavom eritrocitoze. JAK2 kodira citoplazemsko tirozin kinazo JAK2, ki 
sodeluje pri uravnavanju hematopoetskih procesov, kar lahko vodi v razvoj eritrocitoze 
(Baxter in sod., 2005).  
2.4.2 Sekundarna eritrocitoza 
Do nastanka sekundarne eritrocitoze pride zaradi hipoksije tkiva ali drugih patoloških 
vzrokov. Razlogov za nastanek sekundarne eritrocitoze je več; od pomanjkanja kisika zaradi 
življenja na visokih nadmorskih višinah; kajenja; do tumorjev, ki producirajo EPO ali redke 
različice nukleotidnega zaporedja v poteh, vključenih v zaznavanje ravni kisika (McMullin, 
2014). Ti pogoji nato vodijo v povečano produkcijo EPO in posledično povečano maso 
rdečih krvničk (Robert in sod., 2004). Sekundarna DE je lahko povezana z različicami 
nukleotidnih zaporedij genov HBA1, HBA2 in HBB, ki so vključeni v prenos kisika. Te 
različice Hb povzročajo povečano afiniteto vezave O2 na α in β verige Hb. Tudi pomankanje 
2,3-bisfosfoglicerata (2,3-BPG), kot posledica različic nukleotidnega zaporedja gena 
BPGM, vodi v pomanjkanje kisika v tkivu (Rumi in sod., 2009). VHL gen je povezan z 
odzivom na hipoksijo tkiva. V primeru različic nukleotidnega zaporedja gena VHL, vodi 
HIF-α v povečano produkcijo EPO tudi ob odsotnosti hipoksije, kar vodi v eritrocitozo 
(McMullin, 2008). HIF-α ima od kisika odvisno domeno, ki je odgovorna za stabilizacijo, 
hidroksilacija specifičnih prolinskih ostankov v tej domeni vodi v destabilizacijo kompleksa. 
ENGL1 gen kodira prolil hidroksilazno domeno (PHD) in v primeru različic nukleotidnega 
zaporedja v genu ne pride do destabilizacije HIF-α (Percy in sod., 2007). Podobno kot zgoraj 
omenjen mehanizem delujejo tudi različice nukleotidnega zaporedja gena EPAS1, vendar 
samo za izoformo HIF-2α, kjer odsotnost hidroksilacije prav tako vodi v povečano stabilnost 
(Percy in sod., 2008). Nekatere različice nukleotidnega zaporedja v genu EPO vodijo v 
aktivacijo nekodirajočih zapisov gena EPO, kar vodi v povečano produkcijo EPO proteinov 
(Zmajkovic in sod., 2018). 
2.4.3 Idiopatska eritrocitoza 
Preostanek bolnikov z eritrocitozo, pri katerih razlog za nastanek bolezni ni znan, imajo 
idiopatsko ertitrocitozo (IE) (McMullin, 2009). Sedemdeset odstotkov bolnikov z IE ostaja 
brez diagnoze in posledično brez prognoze, primernega zdravljenja ali ozdravitve (Bento in 
sod., 2015). 
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2.4.4. Klasifikacija družinske eritrocitoze 
Družinska eritrocitoza se deli na tipe, glede na gen, ki je spremenjen. To klasifikacijo je 
uvedel OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) v okviru svojega kataloga različic 
nukleotidnega zaporedja pri človeku. Do sedaj je znanih devet vpletenih genov, DE pa 
uvrščamo v osem tipov (ECYT1-ECYT8) (Preglednica 1). Različice nukleotidnega 
zaporedja genov HBA1 in HBA2 povzročajo ECYT7. Značilnost tega tipa družinske 
eritrocitoze je povišana afiniteta vezave kisika na Hb, kar vodi v zmanjšano dostavo kisika 
v periferna tkiva. Bolniki so pogosto asimptomatski, saj povečana produkcija krvnih celic 
nadomesti pomanjkanje kisika. Bolniki imajo šele s starostjo povečano verjetnost za 
tromboembolične dogodke (Kralovics in Prchal, 2000). 
Preglednica 1: Klasifikacija družinske eritrocitoze v zbirki OMIM 
Tip DE Številka OMIM Gen  
ECYT1 133100 EPOR 
ECYT2 263400 VHL 
ECYT3 609820 EGLN1 
ECYT4 611783 EPAS1 
ECYT5 617907 EPO 
ECYT6 617980 HBB 
ECYT7 617981 HBA1, HBA2 
ECYT8 222800 BPGM 
Legenda: DE – družinska eritrocitoza 
2.4.5 Terminologija 
V skladu s priporočili HGVS (ang. Human Genome Variation Society) (Dunnen in sod., 
2016) v magistrski nalogi namesto termina polimorfizem in mutacija uporabljamo termin 
različica nukleotidnega zaporedja (ang. sequence variant). Med različice nukleotidnega 
zaporedja uvrščamo npr. drugačnosmiselne zamenjave (ang. missense variant), vstavljena 
zaporedja (ang. insertion) in prezgodnji zaključni kodon (ang. stop-codon gained). Različica 
nukleotidnega zaporedja je definirana kot različica v genomu, ki se razlikuje od referenčnega 
genoma določene vrste. Alel pa je definiran kot ena od možnih različic gena, ki se nahaja na 
določenem lokusu. Termin mutacija se opušča, saj ima negativno konotacijo. Termin 
polimorfizem je zavajajoč, saj ga nekateri uporabljajo za opis različic nukleotidnega 
zaporedja, ki ne povzročajo bolezni, drugi pa za opis variant, ki so prisotne pri več kot 1% 
populacije (Condit in sod., 2002). Termin različica nukleotidnega zaporedja ima pozitivno 
konotacijo pri pogovorih med zdravniki in bolniki, kar zmanjša zaskrbljenost glede genetske 
variante, ki pogosto ni karakterizirana ali ni vzročna (Dunnen in sod., 2016). 
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2.5 DIAGNOSTIKA IN OBVLADOVANJE ERITROCITOZE 
2.5.1 Diagnostika eritrocitoze 
Diagnoza eritrocitoze je potrjena, ko je koncentracija Hb dvakrat v razmiku vsaj dveh 
mesecev višja od 185 g/L za moške in 165 g/L za ženske ali količina hematokrita nad 0,52 
za moške in 0,48 za ženske. Prav tako je treba izločiti druge razloge za pojav povišane 
količine rdečih krvničk, kot so dehidracija, bolezni pljuč in srca (McMullin, 2012). Prva 
stopnja testov vsebuje: celotno krvno sliko, serumski feritin in vitamin B12, test delovanja 
ledvic in jeter, arterijska saturacija s kisikom, serumski EPO in abdominalni ultrazvok. 
Druga stopnja testov vsebuje: pregled kostnega mozga, kariotip, gojitveni testi endogenih 
eritroidnih kolonij, 50 % nasičenost Hb s kisikom v odvisnosti od parcialnega tlaka kisika 
(p50) in sekvenciranje genov, vključenih v eritrocitozo (McMullin in sod., 2005). 
2.5.2 Potrditev hemoglobina s povišano afiniteto do kisika 
Najenostavnejši test je preverjanje zasičenosti krvi s kisikom, vendar je ta problematičen, 
saj je poleg Hb s povišano afiniteto do kisika, lahko pozitiven tudi pri zastrupitvi z 
ogljikovim monoksidom in spalni apneji. Nizke vrednosti serumskega feritina so prav tako 
kazalnik eritrocitoze (McMullin in sod., 2005).  
Najboljši test za preverjanje prisotnosti spremenjenega Hb je meritev vrednosti p50. Pri 
bolnikih z vrednostjo p50 zamaknjeno v levo, lahko trdimo, da imajo Hb z visoko afiniteto 
do vezave kisika. Pri takšnih molekulah pride do 50 % saturacije pri nižjem parcialnem tlaku 
kisika (Slika 4). Vrednosti p50 pri bolnikih z visoko afinitetnim Hb so bile med 11.0 in 21.0, 
v primerjavi s fiziološkim povprečjem vrednosti p50 pri 26.9 (Rumi in sod., 2009). Ta 
metoda je priročna za potrditev prisotnosti različic obeh oblik Hb, vendar ne omogoča 
določitve, na katerem od genov se nahaja različica nukleotidnega zaporedja povezana z DE. 
Za to je potrebno sekvenciranje genov HBA1, HBA2 in HBB. 
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Slika 4: Saturacijska krivulja hemoglobina, povzeto po (Morgan, 1999). Za Hb z visoko afiniteto do kisika je 
značilna rdeča krivulja (rdeči – pomik levo, črni – fiziološko, modri – pomik desno)  
2.5.3 Diagnostika v Sloveniji 
V Sloveniji se izvaja gensko testiranje gena JAK2, ki povzroča PV (primarno pridobljeno 
eritrocitozo), kjer preverjajo prisotnost različic nukleotidnega zaporedja na mestu V617F ali 
eksonu 12. Prav tako pa dodatno potrdijo diagnozo z znižano koncentracijo EPO ali z 
izsledki histološke preiskave kostnega mozga (Mlakar, 2008). Bolnika s sumom na DE 
obravnavajo tako, da v štirih ključnih korakih izločijo druge tipe eritrocitoze (pridobljeno 
primarno in sekundarno eritrocitozo). Pri tem uporabljajo več vrst krvnih preiskav, 
rentgensko slikanje in druge teste za določitev koncentracije in funkcije pomembnih 
intermediatov v bioloških poteh, vključenih v razvoj eritrocitoze (Debeljak in sod., 2019). 
Genski testi za potrditev DE z metodo sekvenciranja po Sangerju, ki so v fazi prenosa v 
klinično uporabo, se uporabljajo za gene EPOR, VHL, EGLNI1, EPAS1, EPO, HBB in 
BPGM (Mencin, 2017; Prijatelj, 2018; Vočanec, 2018; Kristan, 2018; Marentič, 2019; 
Albreht, 2020).  
2.5.4 Obvladovanje družinske eritrocitoze 
Problematika v zdravljenju DE je njena redkost in malo dokazov o učinkovitosti zdravljenja. 
Nizke koncentracije aspirina so imele pozitiven učinek pri zmanjšanju možnosti za pojav 
tromboemboličnega dogodka. Druga metoda je tudi venesekcija, ki pomaga pri zmanjšanju 
viskoznosti krvi in količine hematokrita. Problematična je pri bolnikih z DE, ki imajo 
vrednost p50 pomaknjeno levo, saj venesekcija povzroči še manjšo dostavo kisika do tkiv in 
posledično še hujšo hipoksijo tkiva. Torej je venesekcija primerna samo v primerih DE z 
normalno afiniteto vezave kisika (McMullin, 2016). Za namen zdravljenja DE uporabljajo 
tudi JAK2 inhibitorje, primerne za zdravljenje PV (McMullin, 2012).  
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3 MATERIALI IN METODE DELA 
V prvem koraku raziskovalnega dela smo z uporabo bioinformacijskih orodij zbirali podatke 
o genih in različicah nukleotidnega zaporedja, povezanih z DE. Sledilo je delo v laboratoriju, 
kjer smo vzpostavili protokol za pomnoževanje izbranih genomskih regij in pripravili vzorce 
za sekvenciranje. Na koncu smo analizirali pridobljene sekvence (Slika 5). Naloga je 
potekala v sodelovanju s Hematološko kliniko UKC Ljubljana. Nalogo je odobrila Komisija 
Republike Slovenije za medicinsko etiko (KME 0120-91/2019). 
 
Slika 5: Shematski prikaz poteka dela, kjer je bil prvi del opravljen z uporabo podatkovnih zbirk, drugi del pa 
je bil izveden v laboratoriju. 
3.1  MATERIALI  
Materiali so bili na voljo v laboratorijih v Medicinskem centru za molekularno biologijo 
(MCMB), na Inštitutu za biokemijo in molekularno genetiko Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani.  
3.1.1  Pripomočki in oprema 
• Aparat za PCR Simpli Amp™ (Applied Biosystems),  
• avtoklav, 
• centrifuga (Eppendorf),  
• digestorij,  
• hladilnik (Gorenje),  
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• komplet za agarozno gelsko elektroforezo (Bio-Rad),  
• komplet za poliakrilamidno gelsko elektroforezo (Bio-Rad),  
• mikrovalovna pečica (Sharp), 
• naprava za analizo gela MiniBIS (DNR Bio-Imaging Systems), 
• tehtnica (Kern),  
• vir napetosti za elektroforezo (Pharmacia), 
• zamrzovalnik (Gorenje),  
• avtomatske pipete (Gilson), 
• centrifugirke,  
• erlenmajerica, 
• merilni valji, 
• mikrocentrifugirke, 
• nastavki za avtomatske pipete, 
• parafilm,  
• skalpel, 
• stojala za mikrocentrifugirke in centrifugirke. 
3.1.2  Reagenti in kompleti 
• Agaroza (Genaxxon bioscience), 
• APS (10 %) (Merck),  
• etidijev bromid (EtBr) (10 mg/mL), 
• komplet za čiščenje produktov PCR QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen),  
• komplet za PCR KAPA HiFi HotStart PCR Kit (Kapa Biosystems),  
• nanašalni pufer za elektroforezo (6x) (Thermo Fischer Scientific),  
• poliakrilamid (40 %) (Roth),  
• pufer TBE (10x, 1x) (Sigma), 
• standard velikosti DNA (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific), 
• standard velikosti DNA (GeneRuler 1000 bp DNA Ladder, Thermo Scientific), 
• TEMED (Sigma),  
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• voda brez RNaz (Roth), 
• začetni oligonukleotidi (ZO) (Integrated DNA technologies, IDT).  
3.2 METODE 
3.2.1 Bioinformacijska analiza genov HBA1 in HBA2 
Analizo smo začeli s pridobivanjem relevantnih podatkov o obeh genih in proteinih iz 
podatkovnih zbirk Ensembl, UniProt in OMIM. Najprej smo poravnali zaporedje obeh 
genov, tako da so bile vidne razlike med paralognima genoma. Sledilo je pridobivanje 
podatkov o različicah nukleotidnega zaporedja, ki povzročajo povečano afiniteto vezave 
kisika s pomočjo podatkovnih zbirk HbVar (Human Hb Variants and Thalassemias) in 
LOVD (Leiden Open Variation Database). Pri pridobljenih različicah nukleotidnega 
zaporedja smo v pripadajočih člankih v podatkovni zbirki PubMed preverili, če so bile 
povezane z razvojem DE. Zbrane različice nukleotidnega zaporedja smo nato grafično 
prikazali za boljšo predstavo lege le-teh na genih. 
3.2.1.1 Podatkovne zbirke 
Ensembl je projekt, ki se je začel leta 1999 in je namenjen raziskovalcem za hitri dostop do 
genskih informacij (Hubbard in sod., 2002). Za pridobivanje informacij smo uporabili zbirko 
Ensembl izdaje 94–98, genom človeka izdaja (ang. assembly) GRCh38.p13. Za vsak gen 
smo pridobili genomsko lokacijo ter dolžino eksonov in intronov, hkrati pa pridobili podatke 
prepisa v protein. Podatkovna zbirka Ensembl vsebuje tudi različice nukleotidnega zaporedja 
genov, vendar niso ločene glede na bolezni, ki jih povzročajo. 
Podatkovno zbirko NCBI (National Center for Biotechnology Information) smo uporabili za 
opredelitev lege genov na kromosomih. UniProt (Universal Protein Resource) je zbirka 
proteinskih sekvenc in anotacijskih podatkov. Iz te zbirke smo pridobili vezavna mesta 
kisika na proteinu, ki smo jih predstavili na grafičnem prikazu različic nukleotidnega 
zaporedja. OMIM je podatkovna zbirka genov, različic nukleotidnega zaporedja ter 
povezanih bolezni. Uporabili smo njihovo klasifikacijo DE, glede na gen.  
HbVar smo uporabili za pridobivanje podatkov o različicah nukleotidnega zaporedja, saj 
imajo le-te ločene glede na njihove posledice. Tako smo lahko zbrali različice nukleotidnega 
zaporedja genov HBA1 in HBA2, ki povzročajo povišano afiniteto vezave kisika na Hb, ter 
jih ločili od različic nukleotidnega zaporedja, ki povzročajo anemijo. 
LOVD je podatkovna zbirka različic nukleotidnega zaporedja vseh genov s pripadajočimi 
identifikacijskimi številkami (LOVD ID). Uporabili smo ga za primerjavo z različicami 
nukleotidnega zaporedja, ki smo jih zbrali iz HbVar.  
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PubMed je katalog znanstvenih člankov. Iz zbirke PubMed smo članke za raziskavo pridobili 
s ključnimi besedami; “HBA1”, “HBA2”, “familial erythrocytosis” in “high oxygen affinity 
hemoglobin”. 
3.2.2 Vzorci DNA bolnikov za vpeljavo genskega testa 
Vzorce bolnikov za sekvenčno analizo smo pridobili s Hematološke klinike, UKC Ljubljana. 
DNA je bila izolirana iz krvnih vzorcev bolnikov s pomočjo kompleta QIAquick (Qiagen). 
V raziskavo smo vključili dva sorodna bolnika z neopredeljeno eritrocitozo. Bolnika nista 
nosilca različic nukleotidnega zaporedja v genu JAK2, ki so vzročne za nastanek PV. Pri 
bolnikih je zaradi sorodstvene vezi postavljen sum na DE. Oba bolnika, vključena v 
raziskavo, sta označena s črkovno-številsko oznako IBK (Slika 6). 
 
Slika 6: Družinsko drevo bolnikov, vključenih v raziskavo. Z rdečo barvo sta označena bolnika, ki sta bila 
vključena v molekularno genetsko analizo. 
3.2.3 Izbor začetnih nukleotidov za pomnoževanje genov HBA1 in HBA2 
Z namenom določanja zamenjav nukleotidov, ki so vpletene v razvoj bolezni, smo v analizo 
vključili celotno zaporedje obeh genov. Pregledali smo literaturo za ZO, uporabljene v 
predhodnih raziskavah. Prvotno smo uporabili ZO, ki so jih uporabili Bento in sod. (2015). 
Preverili smo, da izbrani ZO ustrezajo naslednjim pogojem: 
• produkt pomnoževanja zajema celotni gen HBA1 ali HBA2; 
• v produktu je zajet tudi tretji ekson in del 3' UTR regije, ki omogoča ločeno 
pomnožitev med HBA1 in HBA2; 
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• dovolj velika razlika med dolžinama produktov, da po nanosu na gel lahko potrdimo 
ustreznost produkta; 
• temperatura taljenja ZO (Tm) se v paru ne razlikuje za več kot 2 °C. 
Ker sta kodirajoči regiji genov enaki, in se razlikujeta le v intronskih in UTR regijah, je 
začetni oligonukleotid HBA1/2 F za oba enak, razlikujeta se samo končna oligonukleotida, 
ki se nahajata v UTR regiji. V literaturi so zaradi dolžine produkta in za natančnejši postopek 
sekvenciranja navedeni trije dodatni sekvenčni oligonukleotidi. Začetne oligonukleotide 
smo naročili pri podjetju Integrated DNA Technologies v liofilizirani obliki ter raztopili v 
vodi v končni koncentraciji 100 µM. Za nadaljnjo uporabo smo pripravili 5 µM delavne 
koncentracije ZO. 
V Preglednici 2 so navedeni uporabljeni ZO. Pod končno številko 1 v imenu so ZO 
pridobljeni iz publikacije Bento in sod. (2015). S končno številko 0 je označen ZO, ki smo 
ga določili s pomočjo programa BLAST. Pod končno številko 2 so zaporedja ZO, ki smo jih 
pridobili od dr. Celeste Bento preko osebne komunikacije (Bento, 2019). 
Preglednica 2: Začetni in sekvenčni oligonukleotidi za pomnožitev in sekvenciranje genov HBA1 in HBA2 
(Bento in sod., 2015; Bento, 2019) 













ZO za pomnoževanje    
HBA1/2-5flF-1 CGCGCCCCAAGCATAAAC 59,8 18 
809 HBA1 
HBA1-3utrR-1 CCCAAGGGGCAAGAAGCAT 60,2 19 
HBA1/2-5flF-1    
915 HBA2 
HBA2-3flR-1 GGCACATTCCGGGATAGAGAG 59,4 21 
HBA1/2-5flF-1    
966 HBA1 
HBA1-3flR-0 GTTCTAGCCATGTGTGTCCCAG 60,9 22 
HBA1-2-5flF-2 GGTGCACGAGCCGACAGCGC 69,8 20 
1314 HBA1 
HBA1-3flR-2 CTGGACTTCGCGGTGGCT 62,7 18 
HBA1-2-5flF-2    
1338 HBA2 
HBA2-3flR-2 GCAGGCCTGGCACCTCTCAG 66,1 20 
Sekvenčni ZO 
HBA1/2-in1R-1 CAGAGTGAGGGGTGGGGTTT 63.5 20  
HBA1/2-in1F-1 CCACCCTCAACCGTCCT 60.3 17  
HBA1/2-in2F-1 CAGAGGATCACGCGGGTTG 62.3 19  
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3.2.4 Izvedba reakcije PCR 
Za izvedbo reakcije PCR smo uporabili komplet reagentov KAPA HiFi Hot Start 
proizvajalca KAPA Biosystems (Preglednica 3). Reagenti so bili hranjeni v zamrzovalniku 
pri temperaturi -20 ºC. Reakcijsko mešanico (ang. master mix; Preglednica 3) smo 
pripravljali na ledu.   













Začetna koncentracija / 5x 5 mM 5 µM 1 U/µL / 
Končna koncentracija / 1x 1 mM 1 µM 0,5 U/µL / 
Volumen na reakcijo 
1 µL 5 µL 
1,5 
µL 
1,5 µL 0,5 µL 14 µL 
Legenda: dNTP – deoksiribonukleozidtrifosfat 
V preglednici 4 so podani začetni pogoji pomnoževanja, ki smo jih uporabili v aparatu za 
PCR Simpli Amp™. Spreminjali smo temperaturo prileganja ZO v območju 57 ºC–68 ºC in 
število ciklov med 32 in 35.  
Preglednica 4: Začetni pogoji reakcije PCR. Vrednosti označene z *, so lahko prilagajane v procesu 
optimizacije za pridobitev specifičnih produktov. 
Korak Temperatura (ºC) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s  
Prileganje ZO 54* 15 s 30* 
Podaljševanje 72 15 s*  
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
Legenda: ZO - začetni oligonukleotidi 
 3.2.5 Optimizacija reakcije PCR 
Reakcijo pomnoževanja smo izvedli po priporočenih pogojih proizvajalca kompleta 
reagentov (Preglednica 4). V procesu optimizacije smo spreminjali temperaturo prileganja, 
število ciklov in volumen vzorčne DNA. Uporabljali smo vzorce štirih zdravih 
posameznikov v postopku optimizacije. Cilj naše optimizacije je bil, da dobimo en produkt 
specifične velikosti in dovolj visoko koncentracijo za določanje nukleotidnega zaporedja po 
Sangerju. 
3.2.6 Analiza produktov PCR z agarozno gelsko elektroforezo 
Vse produkte PCR smo analizirali z gelsko elektroforezo (Preglednica 5 in Preglednica 6), 
kjer smo preverjali specifičnost produktov. Gledali smo, da je produkt ustrezne dolžine, da 
je odsotno ozadje, ter da je želen odsek DNA tudi intenziven, kar pomeni, da je dovolj visoka 
koncentracija proizvedenega produkta PCR. V primeru, ko je produkt ustrezal vsem 
18 
Hramus I. Analiza variabilnosti genov HBA1 in HBA2 pri družinski eritrocitozi. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021 
navedenim pogojem, smo čistost preverili še na poliakrilamidni elektroforezi. Preizkusili 
smo različne zamreženosti gelov in na koncu uporabili 1,5 % agarozni gel in 1x pufer TBE.  
Preglednica 5: Sestava 1,5-odstotnega agaroznega gela 
 Preglednica 6: Sestava 10 x pufra TBE 
Reagent Količina 
Borova kislina 55 g 
Tris 108 g 
EDTA 11,85 g 
Destilirana voda Do 1000 mL 
Legenda: TBE - pufer tris/borat/EDTA, EtBr – etidijev bromid 
V posamezni žepek na gelu smo nanašali po 12 µL vzorca, kjer je bilo 10 µL produkta PCR 
in 2 µL nanašalnega pufra. Za določanje velikosti našega produkta smo v en žepek vedno 
dodali velikostni standard (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific). Elektroforezo 
smo izvajali pri napetosti 90 V, ki smo jo po nekaj minutah zvišali na 110 V. Ločevanje je 
potekalo približno 60 minut. 
3.2.7 Analiza produktov PCR s poliakrilamidno elektroforezo 
Po končani optimizaciji smo potrdili specifičnost produktov na agarozni elektroforezi in nato 
še na poliakrilamidni elektroforezi. Poliakrilamidni gel omogoča boljšo ločljivost in 
občutljivost gela, kar nam pomaga preveriti, če smo pomnožili ustrezen produkt. V našem 
primeru smo preverili, če je velikost skladna z načrtovano dolžino produktov genov HBA1 
in HBA2. Natančnost poliakrilamidne elektroforeze nam je omogočila določitev velikosti 
produkta in s tem gena, ki smo ga pomnožili. Uporabljali smo poliakrilamidni elektroforezni 
komplet proizvajalca BioRad in 6 % poliakrilamidni gel (Preglednica 7). 
Preglednica 7: Sestava enega 6 % poliakrilamidnega gela 
Reagent Količina 
Voda 11,25 mL 
40 % poliakrilamid 2,25 mL 
10 x TBE 1,25 mL 
TEMED 15 µL 
APS 150 µL 
Legenda: TBE - pufer tris/borat/EDTA, TEMED - tetrametiletilendiamin, APS - amonijev persulfat 
 
Reagent Količina 
Agaroza 1,13 g 
1x pufer TBE 75 mL 
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3.2.8 Analiza agaroznih in poliakrilamidnih gelov 
Z aparaturo ImageQuant LAS-4000 in pripadajočim programom smo s pomočjo UV 
svetlobe zajeli slike agaroznih in poliakrilamidnih gelov.  
3.2.9 Čiščenje produktov PCR 
Za namen sekvenciranja po Sangerju smo produkte PCR očistili s kompletom QIAquick 
PCR Purification Kit (Qiagen). Komplet je sestavljen iz kolone za vezavo DNA, pufra za 
vezavo DNA (PB), pufra za spiranje (PE) in elucijskega pufra (EB). Čiščenje smo izvedli po 
navodilih proizvajalca. 
3.2.10 Priprava vzorcev za sekvenciranje 
Po uspešni optimizaciji PCR smo pomnožili vzorce bolnikov in jih po čiščenju poslali na 
sekvenciranje v podjetje Eurofins Genomics, Nemčija. V celoti je bilo sekvenciranih 8 
vzorcev, za oba bolnika gena HBA1 in HBA2, vsak s smernim in protismernim ZO. 
3.2.11 Pregled sekvenčnih datotek 
Sekvenčne datoteke AB1 smo analizirali in poravnali v programu Chromas ter preverili 
kvaliteto sekvenciranja. Zaporedja, ki smo jih dobili s protismernimi ZO, smo pretvorili z 
orodjem Gene Warrior za nadaljnjo poravnavo in analizo. Pridobljene obrezane sekvence 
smo s pomočjo orodja BLAST primerjali z referenčnima sekvencama HBA1 NM_000558.5 
in HBA2 NM_000517.6.  
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4 REZULTATI 
4.1 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA GENOV HBA1 IN HBA2 
Gena HBA1 in HBA2 kodirata podenoti alfa Hb in se pri človeku nahajata na 16. kromosomu. 
Genomska lokacija obeh genov je prikazana na sliki 7. 
 
Slika 7: Kariogram genoma človeka z označeno lokacijo genov HBA1 in HBA2. Gena HBA1 in HBA2 sta zaradi 
bližine označena z eno rdečo puščico. 
Gena HBA1 in HBA2 sta si strukturno zelo podobna, ker sta paraloga, razlika med genoma 
je nekaj baznih parov (bp) (Slika 8). Največ razlik med genoma je v regijah 3' UTR, kar 
pomeni, da ni razlike med alfa verigama po prepisu genov, to pa vodi v problem določitve 
razlik v izražanju med genoma. Molchanova in sod. (1994) so razvili protokol, s katerim so 
z uporabo obratnega prepisovanja in verižne reakcije s polimerazo (RT-PCR) določili 
razmerje med izražanjem obeh genov, ki je 1:1,19 za HBA1:HBA2 na proteinski ravni za 
zdrave osebe. 
 
Slika 8: Shematski prikaz genov HBA1 in HBA2 
S pomočjo podatkovne zbirke UniProt smo določili dve vezavni mesti železa. Lega vezave 
železa je na aminokislini 59 in 88. 
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4.1.1 Različice nukleotidnega zaporedja genov HBA1 in HBA2 povezane z družinsko 
eritrocitozo tipa 7 
Različice nukleotidnega zaporedja genov HBA1 in HBA2 smo zbrali s pomočjo podatkovnih 
zbirk HbVar, PubMed, NCBI in LOVD. V podatkovni zbirki LOVD ima gen HBA1 
navedenih 381 različic nukleotidnega zaporedja, gen HBA2 pa ima 453 različic 
nukleotidnega zaporedja. HbVar navaja 101 različic Hb s povišano afiniteto vezave kisika, 
in sicer na genih HBA1, HBA2 in HBB. Največ različic nukleotidnega zaporedja je znanih 
za gen HBB. Za vsako različico nukleotidnega zaporedja smo poiskali nukleotidno 
zamenjavo in identifikacijsko številko rs (ang. dbSNP Reference SNP, RefSNP) 
(Preglednica 8). Skupaj smo za gena HBA1 in HBA2 pridobili 28 različic nukleotidnega 
zaporedja, predhodno povezanih z DE; od tega 14 različic nukleotidnega zaporedja v genu 
HBA1 in 14 v HBA2. V preglednici 8 je navedenih 12 različic Hb, ki se nahajajo na obeh 
genih, različica Hb Bakersfield se nahaja samo na genu HBA1 in različica Hb Natal se nahaja 
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4.1.2 Umestitev različic nukleotidnega zaporedja v zaporedje gena 
Različice nukleotidnega zaporedja genov HBA, zbrane z bioinformacijsko analizo, povezane 
z ECYT7, smo prikazali shematsko. Hb Miyano pod številko 2 ima dve številki rs, ker sta 
različici nukleotidnega zaporedja na 124. in 125. nukleotidu in obe kodirata isto AK. Vse 
štiri različice nukleotidnega zaporedja vodijo v zamenjavo p.Thr42Ser. Kot je razvidno, se 
različice nukleotidnega zaporedja nahajajo samo na eksonu 2 in 3 (Slika 9). V večini 
primerov gre za drugačnosmiselne zamenjave (označene z rumeno), tri različice 
nukleotidnega zaporedja imajo vstavljeno zaporedje, ki ne povzroči spremembe bralnega 
okvirja (označeno z roza) in v enem primeru gre za prezgodnji zaključni kodon (označeno z 
rdečo). Kot je razvidno v preglednici 8 vse različice nukleotidnega zaporedja povzročajo 
spremembo v aminokislinskem zaporedju.  
 
Slika 9: Shematski prikaz lokacije različic nukleotidnega zaporedja v genih HBA1 ali HBA2, povezanih z 
družinsko eritrocitozo. Natančna lega različic nukleotidnega zaporedja za posamezen gen je podana v 
preglednici 8. 
Različice nukleotidnega zaporedja iz Preglednice 8 smo prav tako prikazali na referenčnem 
zaporedju obeh genov in aminokislin (Slika 10). Drugačnosmiselne zamenjave so označene 
z rumeno in jih je manj, kot jih je navedenih v preglednici, saj je v nekaterih primerih na 
istem nukleotidu znanih več različic nukleotidnega zaporedja, ki kodirajo različne 
aminokisline. 
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Slika 10: Prikaz genov HBA1 in HBA2 z lego različic nukleotidnega zaporedja, povezanih z družinsko 
eritrocitozo. Prikazane so kodirajoče regije z ustreznim aminokislinskim zaporedjem.  
4.2 OPTIMIZACIJA POMNOŽEVANJA GENOV HBA1 IN HBA2 
Nukleotidni zaporedji genov HBA1 in HBA2 sta si zelo podobni, zato smo pomnoževali 
celoten gen, saj se razlikujeta samo v zaporedjih 3' UTR. V postopku optimizacije smo 
uporabili različne ZO, katerih lega je prikazana v Prilogi A. Po uspešni optimizaciji smo 
pomnožili DNA obeh genov obeh bolnikov za namen sekvenciranja DNA po Sangerju. 
Koncentracije vzorčne DNA nismo prilagajali, saj smo razvijali metodo za uporabo v 
klinični praksi, kjer ne preverjajo koncentracije izolirane DNA. V klinični praksi prav tako 
zmeraj uporabljajo isti komplet za izolacijo DNA, kar pomeni, da je koncentracija 
izoliranega vzorca vedno znotraj priporočenega okvirja. 
Prvi korak optimizacije je izbira primernega pufra za pomnoževanje genov. V kompletu 
reagentov za PCR smo imeli izbiro med pufrom »Fidelity« in pufrom »GC-rich« (Slika 11). 
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Kot bolj učinkovit se je izkazal pufer »GC-rich«, ki smo ga v nadaljevanju uporabili za 
pomnoževanje obeh genov. 
 
Slika 11: Preverjanje učinkovitosti pufrov v kompletu reagentov za PCR KPA HiFi HotStart. Na podlagi 
uspešnosti pomnoževanja se je pufer "GC-rich" izkazal za bolj primernega. 
Naslednji korak v optimizaciji je bilo spreminjanje pogojev pomnoževanja. Pri obeh genih 
smo optimizacijo začeli z istimi pogoji (Preglednica 4), ki smo jih glede na rezultate 
agarozne ali poliakrilamidne elektroforeze prilagajali. Optimizacija je potekala dokler nismo 
dobili tarčnega produkta v dovolj visoki koncentraciji brez nespecifičnih pomnožkov. 
Spreminjali smo temperaturo prileganja, čas podaljševanja in število ciklov pomnoževanja.  
4.2.1 Optimizacija pomnoževanja gena HBA1 
V postopku pomnoževanja gena HBA1 smo preizkusili tri pare ZO (Preglednica 2) zaradi 
težav s pridobitvijo specifičnih produktov. Prvi ZO (HBA1/2-5flF-1 in HBA1-3utrR-1), ki 
smo jih preizkusili, so bili predhodno objavljeni v priročniku Bento in sod. (2015). 
Preizkusili smo jih pri različnih temperaturah prileganja in časih podaljševanja, vendar nam 
ni uspelo dobiti produkta brez nespecifičnih pomnožkov (Slika 12A). V naslednjem koraku 
smo sami oblikovali ZO (HBA1-3flR-0), ki prav tako niso omogočili pomnoževanja 
specifičnih produktov (Slika 12B). Tretji par (HBA1-2-5flF-2 in HBA1-3flR-2), ki smo ga 
dobili osebno od dr. Celeste Bento, se je izkazal za najbolj uspešnega in smo ga uporabljali 
za nadaljnjo analizo. 
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Slika 12: Slika gela, ki prikazuje optimizacijo pomnoževanja gena HBA1 s prvima dvema paroma ZO. Na sliki 
so označene temperature prileganja. A – ZO Bento in sod. (2015) z nespecifičnimi produkti pomnoževanja. B 
– ZO, ki smo jih sami oblikovali, z visoko količino nespecifičnih produktov. 
Produkt pomnoževanja zadnjih, izbranih ZO je obsegal 1314 bp (Slika 13). Začeli smo z 
optimizacijo temperature prileganja ZO, prvo pomnoževanje smo izvedli pri treh 
temperaturah, ki so bile ±2 ºC od optimalne izračunane temperature 66 ºC (Slika 13A). Čas 
podaljševanja je bil 15 sekund in število ciklov 35. Prav tako smo preizkusili ±1 ºC od 66 ºC 
(Slika 13B). Na podlagi rezultatov smo se odločili za temperaturo prileganja 66 ºC, vendar 
smo zaradi nespecifičnih pomnožkov nadaljevali z zmanjšanjem števila ciklov na 30 (Slika 
13C). Zaradi šibkega signala produktov smo povišali število ciklov na 32 (Slika 13D). Na 
podlagi rezultatov smo določili optimalne končne pogoje pomnoževanja, ki so navedeni v 
preglednici 9. 
Preglednica 9: Končni pogoji reakcije PCR za pomnoževanja gena HBA1  
Korak Temperatura (ºC) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s  
Prileganje ZO 66 15 s 32 
Podaljševanje 72 15 s  
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
    
Poimenovanje ZO Zaporedje (smer 5'→ 3') Tm (°C) Dolžina produkta (bp) 
HBA1-2-5flF-2 GGTGCACGAGCCGACAGCGC 69,8 
1314 HBA1 
HBA1-3flR-2 CTGGACTTCGCGGTGGCT 62,7 
    
Izbran Pufer Pufer »GC-rich« 
Volumen DNA 1µL izolirane DNA z QIAquick (Qiagen), neredčene 
Legenda: ZO - začetni oligonukleotidi, bp - bazni par 
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Slika 13: Prikaz optimizacije reakcije PCR za pomnoževanja gena HBA1. Na sliki so označene temperature 
prileganja ZO. Velikost produkta je 1314 bp. A – Pri temperaturi prileganja 66 ºC je bilo najmanj vidnih 
nespecifičnih pomnožkov. B – Uporabili smo temperature ±1 ºC od izbranih 66 ºC, še vedno so bili vidni 
nespecifični pomnožki. C – Zmanjšali smo število ciklov iz 35 na 30, signal produktov je bil šibek. D – Povišali 
smo število ciklov iz 30 na 32, s čimer se je zmanjšala količina nespecifičnih pomnožkov. 
4.2.2 Optimizacija pomnoževanja gena HBA2 
Za pomnoževanje gena HBA2 smo uporabili ZO (HBA1/2-5flF-1 in HBA2-3flR-1), 
navedene v Bento in sod. (2015) in preglednici 2. Prav tako smo preizkusili ZO (HBA1-2-
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5flF-2 in HBA2-3flR-2), ki smo jih kasneje pridobili od dr. Celeste Bento, vendar so imeli 
prvotni ZO bolj specifične produkte.  
Produkt pomnoževanja gena HBA2 obsega 915 bp. Končni pogoji pomnoževanja gena so 
navedeni v preglednici 10. 
 
Slika 14: Prikaz optimizacije reakcije PCR za gen HBA2. Na sliki so označene temperature prileganja. A – 
Začetno višanje temperature prileganja. B – Nadaljevanje višanja temperature, upad količine produkta, zato 
smo izbrali 60 ºC kot optimalno temperaturo. C – Produkti pri optimalnih končnih pogojih. 
Preglednica 10: Končni pogoji reakcije PCR za pomnoževanja gena HBA2  
Legenda: ZO - začetni oligonukleotidi, bp - bazni pari 
4.3 POMNOŽITEV GENOV HBA1 IN HBA2 BOLNIKOV 
Z vzpostavljenim protokolom za pomnoževanje genov HBA1 in HBA2 smo z izbranimi 
pogoji reakcije PCR (Preglednica 9, Preglednica 10) pomnožili DNA dveh bolnikov. 
Bolnika, vključena v preiskavo, sta sorojenca in imata sum na DE (Slika 6). Pri vzorcu 1 so 
se poleg želenih produktov pomnožili še nespecifični produkti (Slika 15). Pri tem vzorcu je 
koncentracija DNA visoka, kar se kaže kot močna obarvanosti žepkov na agaroznem in 
poliakrilamidnem gelu. Pri vzorcu 2 je bilo obratno. Zaradi nizke koncentracije DNA (Slika 
16 – levi del) je bilo potrebno povečati volumen DNA v reakciji PCR iz 1 µL na 2 µL za 
pomnoževanje gena HBA2.  
Korak Temperatura (ºC) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s  
Prileganje ZO 60 15 s 35 
Podaljševanje 72 15 s  
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
    
Poimenovanje ZO Zaporedje (smer 5'→ 3') Tm (°C) Dolžina produkta (bp) 
HBA1/2-5flF-1 CGCGCCCCAAGCATAAAC 59,8 
915 HBA2 
HBA2-3flR-1 GGCACATTCCGGGATAGAGAG 59,4 
    
Izbran Pufer Pufer »GC-rich« 
Volumen DNA 1µL izolirane DNA s QIAquick (Qiagen), neredčene 
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Vse produkte genov HBA1 in HBA2 smo sekvencirali po Sangerju. Kljub nekaj 
nespecifičnosti in vidnemu ozadju smo v večini primerov dobili po sekvenciranju pridobili 
čitljiva nukleotidna zaporedja. 
 
Slika 15: Pomnožena gena HBA1 in HBA2 pri dveh bolnikih. Legenda: 1 – oseba AAB2-P2M, 2 – oseba 
AAB2-P1M, NK – negativna kontrola (Slika 6). 
4.4 SEKVENČNA ANALIZA GENOV HBA1 IN HBA2 PRI DVEH BOLNIKIH 
Nukleotidno zaporedje obeh genov pri dveh bolnikih smo primerjali z referenčnima 
nukleotidnima zaporedjema genov HBA1 (NM_000558.5) in HBA2 (NM_000517.6), 
pridobljenima iz podatkovne zbirke Ensembl. Pred analizo smo za lažjo poravnavo sekvenc 
obratna (3'→5') zaporedja pretvorili v obratno komplementarna zaporedja.  
Pri analizi sekvenc genov HBA1 in HBA2 nismo našli nobenih različic nukleotidnega 
zaporedja, ki so povezane z nastankom ECYT7. Poravnave vseh sekvenc so prikazane v 
prilogi B. Na sliki 16 so prikazani elektroferogrami gena HBA1 pri bolniku AAB2-P1M. 
Označene so lege treh različic nukleotidnega zaporedja povezanih z ECYT7, vendar je 
razvidno, da bolnik nima prisotnih različic nukleotidnega zaporedja na prikazanem delu 
zaporedja, bolnik je homozigoten. Na legah preostalih 25 različic nukleotidnega zaporedja, 
bolnika prav tako nima prisotnih različic nukleotidnega zaporedja (Priloga B). Reakcija 
pomnoževanja in sekvenciranja gena HBA2 je bila uspešna pri bolniku AAB2-P2M, 
nukleotidna zaporedja so bila slabše kvalitete pri bolniku AAB2-P1M. V prilogi B je 
razvidno, da smo za gen HBA2 uporabili tudi sekvenčne ZO pri postopku sekvenciranja. Pri 
bolniku AAB2-P1M sekvenciranje s sekvenčnimi ZO ni bilo uspešno. Razlog za slabšo 
kvaliteto sekvenciranja je verjetno nižja koncentracija vzorca, kar je vodilo v neuspešno 
vezavo sekvenčnih ZO na zaporedje. Posledično imamo za bolnika AAB2-P1M za gen 
HBA2 le dve kvalitetni sekvenci, ki sta bili pridobljeni z uporabo ZO iz postopka 
pomnoževanja gena.  
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Slika 16: Prikaz odseka sekvenčne analize gena HBA1 pri bolniku AAB2-P1M. Legenda: A – referenčno 
zaporedje gena HBA1, B – elektroferogram sekvence v smeri 5'→ 3', C – elektroferogram sekvence v smeri 
3'→ 5'. Označena so lege različic nukleotidnega zaporedja Hb Columbia Missouri (C>T), Hb Luton (A>T), 
Hb J-Cape Town (G>A) in Hb Chesapeake (G>T), vse so drugačnosmiselne zamenjave. S slike je razvidno, 
da bolnik nima različic nukleotidnega zaporedja. 
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5 RAZPRAVA 
5.1 RAZLIČICE GENA HBA1 IN HBA2 POVEZANE Z ECYT7 
V raziskavi se osredotočamo na gena HBA1 in HBA2, ki nosita zapis za alfa podenoto Hb. 
Povečana afiniteta vezave kisika na Hb vodi v zmanjšano sproščanje kisika, kar vodi v 
povečanje produkcije eritrocitov. Cilj naloge je bil razvoj protokola za diagnostično analizo 
HBA1 in HBA2, povezanih z ECYT7 v Sloveniji. V ta namen smo pregledali do sedaj znane 
različice Hb s povečano afiniteto vezave kisika na podenoto alfa in razvili diagnostični test 
za ECYT7 z uporabo reakcije PCR in sekvenciranjem po Sangerju. 
5.1.1 Podatkovne zbirke 
Za pridobivanje podatkov o različicah nukleotidnega zaporedja HBA1 in HBA2 smo 
uporabili več podatkovnih zbirk. V raziskavi smo se osredotočili samo na tiste različice 
nukleotidnega zaporedja, ki so povezane z DE. V obeh genih je namreč znanih več različic 
nukleotidnega zaporedja, ki so povezane tudi z drugimi hematološkimi bolezenskimi stanji. 
Določene različice Hb so posledica zamenjave v nukleotidnem zaporedju v bližini 
pomembnih vezavnih mest, kar vodi v povečano afiniteto vezave kisika na Hb. V 
podatkovnih zbirkah HbVar, NCBI in LOVD smo poiskali različice alfa podenot Hb, 
povezane z ECYT7. Z uporabo podatkovnih zbirk Ensembl, UniProt in PubMed smo 
opredelili vezavna mesta na alfa podenoti Hb; vezavna mesta za železo in stičišča podenot 
α1β2.  
Prvo pomembno vezavno mesto, ki smo ga opredelili z uporabo podatkovne zbirke UniProt, 
sta mesti vezave železa na Hb, ki sta na histidinih na 59. in 88. mestu. Dve opisani različici 
Hb (Hb Columbia Missouri in Hb Luton), ki sta posledica zamenjave aminokisline v bližini 
histidina, so povezali z vplivom na strukturo vezavnega mesta in posledično vezavo železa 
(Perry in sod., 1991; El-Sharkawi in sod., 2012). Za različico Hb Columbia Missouri je 
značilna zamenjava p.Ala89Val. Čeprav sta si aminokislini podobni po naboju in 
hidrofobnosti, je valin za 28 Da večji in bolj razvejan, kar vodi v rahel zamik sosednjega 
histidina. Strukturna sprememba kot posledica zamenjave p.Ala89Val vodi v spremenjeno 
afiniteto Hb za kisik, ki je bolj naklonjena oksigenirani (R) konfiguraciji (Perry in sod., 
1991). Druga je različica Hb Luton, ki je posledica zamenjave p.His90Leu. Afiniteta vezave 
kisika na Hb je povečana, vendar ne tako izrazita kot pri Hb Columbia Missouri (Williamson 
in sod., 1992). V bližini vezavnega mesta za železo na 59. mestu, trenutno ni opisanih različic 
Hb. 
Kot drugo pomembno vezavno mesto smo opredelili stičišča med podenotami α1β2 Hb. V 
literaturi so stičišča α1β2 določili na mestih 38., 39., 42., 45., 93, 127., 142. (Moo-Penn in 
sod., 1989; Ohba in sod., 1989; Honig in sod., 1980). Thom in sod. (2013) navajajo, da so 
aminokisline v stičišču α1β2 odgovorne za prehajanje med stanjem R in stanjem T. 
Posledično različice Hb z zamenjavo aminokislin v opisanem stičišču vplivajo na 
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spremenjeno afiniteto Hb do kisika. Različica Hb Natal, s prezgodnjim zaključnim kodonom 
na 141. mestu gena HBA2, vodi v nastanek za dve aminokislini krajše alfa podenote z 
povečano afiniteto vezave kisika. Različica Hb Natal je brez interakcij med hemskimi 
skupinami, brez Bohrovega efekta in možnosti prehoda v stanje T, kar pomeni, da Hb ni 
sposoben sprostiti kisika (Jogessar in sod., 1988). Različica Hb Catonsville je posledica 
insercije glutaminske kisline (kodon GAA) med prolinom na 38. mestu in treoninom na 39. 
mestu. Ta insercija je na stičišču podenot α1β2, kar vodi v povišano afiniteto vezave kisika 
na Hb, zmanjšane interakcije med podenotami in do Bohrovega efekta (Moo-Penn in sod., 
1989). Na podlagi naših raziskav je ostalih 22 različic Hb, prav tako na stičiščih α1β2 ali v 
njihovi bližini (±1-2 AK). Thom in sod. (2013) so opisali, da zamenjave v bližini stičišč 
vplivajo na strukturo, kar spremeni njihovo afiniteto vezave kisika na Hb in zmanjšan 
Bohrov efekt. 
Večina pridobljenih različic nukleotidnega zaporedja je v podatkovni zbirki HbVar 
okarakteriziranih kot različice Hb z visoko afiniteto do kisika (Preglednica 8). Podatke o 
dveh različicah Hb, ki nista bili navedeni v HbVar, pa sta bili dodani po pregledu literature: 
Hb Catonsville, Hb Kawachi. Te dve različici Hb imata visoko afiniteto za kisik in sta se 
pojavili pri več družinskih članih. V literaturi navajajo simptome kot policitemijo, in ne DE 
(Moo-Penn in sod., 1989; Harano in sod., 1982). V zbirki HbVar so bile dodatno navedene 
še tri različice Hb, vendar jih nismo vključili v analizo, ker v zbirkah ni bilo navedene 
literature, ki jih bi opisovala (Hb Bramall Lane, Hb Burlington in Hb Meulan).  
V podatkovni zbirki UniProt je navedeno veliko število visokoafinitetnih različic Hb, vendar  
se je ob primerjavi podatkov s HbVar izkazalo, da so asimptomatske ali povezane z drugimi 
hematološkimi obolenji, kot na primer levkemija. V literaturi smo našli različice 
nukleotidnega zaporedja povezane z ECYT7, ki so se pojavile skupaj z različicami 
nukleotidnega zaporedja, ki povzročajo alfa talasemijo, kar je vodilo v normalno 
koncentracijo Hb. Povečana produkcija eritrocitov zaradi DE se je zmanjšala z istočasnim 
pojavom talasemije, ki povzroča zmanjšano produkcijo eritrocitov (Wajcman in Galacteros, 
2005). Večina raziskav je ob pregledu družinskih članov odkrila člane, ki niso imeli različic 
nukleotidnega zaporedja za alfa talasemijo, ampak so imeli samo različico nukleotidnega 
zaporedja povezano z ECYT7 in eritrocitozo (El-Sharkawi in sod., 2012). 
Pri pridobivanju podatkov iz literature in pri izdelavi preglednice različic nukleotidnega 
zaporedja povezanih z DE, nam je povzročala težave neenotna terminologija pri opisu 
bolezni. Policitemija je termin, ki se pogosto uporablja za opis pridobljene primarne oblike 
eritrocitoze – policitemija vera, vendar termin policitemija v mnogih objavah uporabljajo 
kot sinonim za eritrocitozo, kar otežuje pridobivanje podatkov o različicah nukleotidnega 
zaporedja. 
Večina različic nukleotidnega zaporedja je navedenih na obeh genih (HBA1 in HBA2), 
čeprav ni nujno, da so jih zaradi podobnosti paralogov potrdili v obeh genih. V mnogih 
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primerih so določali aminokislinsko zaporedje, ki je pri prepisu obeh genov enako, zato 
raziskovalci niso natančno navedli, na katerem paralogu se nahaja različica nukleotidnega 
zaporedja. Primer kjer so določali aminokislinsko zaporedje, je Hb Kawachi, kjer so Hb 
analizirali z dvodimenzionalno elektroforezo in rezultate primerjali z analizo zdravih 
posameznikov (Harano in sod., 1982). Le redke različice Hb so povezane z enim od 
paralognih genov HBA1 ali HBA2. Na primer Hb Bakersfield (Brunner-Agten in sod., 2017) 
so povezali z genom HBA1, kar lahko pripišemo napredku tehnologije pomnoževanja in 
sekvenciranja. 
Našli smo nekatere pomanjkljivosti podatkovnih zbirk, med drugim tudi HbVar. Čeprav se 
je ta zbirka izkazala za najbolj pregledno, bi bilo dobrodošlo, če bi zbirko nadgradili z 
možnostjo filtriranja rezultatov glede na simptome ali podskupino vseh različic 
nukleotidnega zaporedja, ki povzročajo eritrocitozo. Zaradi nepopolnosti podatkovnih zbirk 
je naš pregled literature ter dopolnjen seznam različic Hb prispeval k razvoju raziskovalnega 
področja. 
5.2 VZPOSTAVITEV DIAGNOSTIČNE METODE  
Različice nukleotidnega zaporedja pridobljene iz literature (Slika 10) so bile opisane samo 
na drugem in tretjem eksonu genov HBA1 in HBA2. Zaradi dolžine intronov se običajno v 
klinični diagnostiki genetska analiza izvaja ločeno za posamezne eksone. V našem primeru 
smo lahko zaradi kratkih nukleotidnih zaporedij genov HBA1 in HBA2 v eno reakcijo PCR 
in sekvenciranja zajeli zaporedja vseh treh eksonov, vključno z introni. Po zaključenem 
zbiranju objav o do sedaj opisanih različicah Hb, povezanih z ECYT7, je sledila vzpostavitev 
molekularno genetske analize. Eden od ciljev je bil, da izberemo ZO, ki so sposobni ločiti 
med obema paralognima genoma.  
V procesu optimizacije reakcij PCR smo prilagajali temperaturo, število ciklov, čas 
podaljševanja, vrsto pufra in koncentracijo DNA. V postopku optimizacije smo uporabljali 
vzorce štirih zdravih posameznikov. Z vzpostavljenim protokolom smo pomnožili DNA 
dveh bolnikov iz iste družine. Želeli smo vzpostaviti takšen protokol, da v rutinski praksi ne 
bo treba prilagajati koncentracije DNA. Pripravili smo protokol za uporabo v klinični praksi, 
kjer z namenom prihranka časa za analizo, ne merijo koncentracije izolirane DNA. 
V Sloveniji so trenutno opredeljene tri družine s sumom na DE, vendar so le za dve družini 
na razpolago vzorci od dveh ali več družinskih članov (Debeljak in sod., 2019). Pri eni od 
teh družin je količina vzorcev omejena, zato je nismo vključili v raziskavo. V raziskavo smo 
tako vključili samo vzorce ene družine. V primeru, da bi našli različice nukleotidnega 
zaporedja pri enem ali obeh bratih, bi k analizi povabili še ostale družinske člane, ki imajo 
sum na DE. V svetovnem merilu je zelo malo družin s potrjeno ECYT7. Le redke različice 
nukleotidnega zaporedja genov HBA1 in HBA2 so bile določene pri več kot eni družini. 
Mnoge so bile prisotne samo pri enem od družinskih članov, ki ima simptome DE. Iz tega 
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razloga je zelo majhna verjetnost za odkritje teh genetskih variant v Sloveniji. Z molekularno 
genetsko analizo obeh bolnikov nismo odkrili različic nukleotidnega zaporedja genov HBA1 
in HBA2, ki bi bile povezane z ECYT7. Sekvence obeh genov se popolnoma prilegajo 
referenčnima sekvencama HBA1 (NM_000558.5) in HBA2 (NM_000517.6). Pri obeh 
bolnikih smo izključili ECYT7. Prav tako nismo našli različic nukleotidnega zaporedja, ki 
bi bile povezane z drugimi obolenji, na primer talasemijo.  
Protokol smo uspešno vzpostavili in z njim analizirali gena, ki sta si med seboj zelo podobna. 
Z raziskavo smo izdelali seznam potrjenih različic Hb, povezanih z boleznijo in uvedli 
protokol za analizo različic, kar bo omogočilo lažjo diagnostiko bolnikov z neopredeljeno 
eritrocitozo v Sloveniji.  
5.3 IZZIVI NA PODROČJU DRUŽINSKE ERITROCITOZE 
Postopki diagnoze DE so skozi desetletja zelo napredovali skupaj z razvojem diagnostičnih 
metod, vendar ostaja še veliko bolnikov, pri katerih je vzrok za nastanek bolezni neznan. V 
prihodnosti bo potrebnih še veliko raziskav na področju genetike eritrocitoze; na primer 
interakcij med različicami nukleotidnega zaporedja, kot tudi določitev neznanih vzročnih 
genov, udeleženih v razvoj DE. V klinični diagnostiki DE se trenutno izvaja sekvenciranje 
osmih genov. Uporaba sekvenciranja po Sangerju je časovno zamudna v primerjavi s 
sekvenciranjem naslednje generacije (NGS), vendar je zelo zanesljiva metoda. NGS 
omogoča hitro, sočasno analizo več genov, vendar z manjšo natančnostjo. Eden izmed 
pristopov NGS je sekvenciranje s kliničnim genskim panelom, ki vključuje vse gene 
vključene v razvoj določene bolezni. Camps in sod. (2016) so vzpostavili klinični panel za 
21 genov, za diagnozo bolnikov z idiopatsko eritrocitozo. V panel so vključili vzročne gene, 
predhodno odkrite v projektu sekvenciranja genoma WGS500 (Taylor in sod., 2015). Z 
optimizacijo diagnostičnih metod, odkrivanjem novih genov in boljšim razumevanjem 
bioloških poti, vpletenih v razvoj eritrocitoze, bo v prihodnosti omogočena hitrejša diagnoza 
kot tudi vzpostavitev smernic za zdravljenje bolnikov z različnimi tipi eritrocitoze. 
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6 SKLEPI 
Družinska eritrocitoza (DE) je redka dedna bolezen, ki vodi v povečano število rdečih 
krvničk ter povišan hematokrit in Hb. Zaradi heterogenega genetskega ozadja je diagnostika 
otežena in več bolnikov ostaja neopredeljenih, s t.i. idiopatsko eritrocitozo. Gena HBA1 in 
HBA2 sta udeležena v prenosu kisika po krvi, določene različice nukleotidnega zaporedja 
genov pa povzročajo ECYT7. 
V raziskavi smo preverjali dve hipotezi: 
o Različice nukleotidnega zaporedja genov HBA1 in HBA2, ki povzročajo družinsko 
eritrocitozo, so na predelih gena, ki je ključen za afiniteto vezave kisika. To hipotezo 
smo potrdili. Različice nukleotidnega zaporedja, predhodno povezane z ECYT7, smo 
umestili v zaporedje genov HBA1 in HBA2. Potrdili smo, da so na pomembnih 
vezavnih mestih za kisik ali v bližini le-teh; bolj natančno, nahajajo se ob 
aminokislinah, vključenih v vezavna mesta za hem, ter na ali ob aminokislinah, 
udeleženih v stičišče α1β2. 
o Dva bolnika iz družine, vključene v raziskavo, z eritrocitozo neznanega 
vzroka imata v genih HBA1 in HBA2 različice nukleotidnega zaporedja, 
predhodno povezane z ECYT7. Hipotezo smo zavrnili, saj pri bolnikih nismo našli 
različic v nukleotidnem zaporedju genov. Z uspešno sekvenčno analizo teh dveh 
genov pri dveh bolnikih smo vpeljali metodo, kar je bil glavni cilj magistrske naloge. 
Novo vzpostavljena analiza bo omogočila pregled nadaljnjih bolnikov z 
neopredeljeno eritrocitozo s sumom na DE. 
V Sloveniji bo naslednji izziv vzpostavitev diagnostičnega testa za DE, ki bo vključeval 
vse gene, udeležene v DE, z uporabo metode NGS ter prenos testiranja v klinično prakso. 
Genski paneli in ostale metode NGS so v razmahu v svetu, vendar je sekvenciranje po 
Sangerju še vedno ključnega pomena za potrditev različic nukleotidnega zaporedja, 
odkritih z NGS. Potrebnih bo še veliko raziskav na tem področju, saj kažejo na obstoj 
različic nukleotidnega zaporedja genov, povezanih z DE, ki jih še ne poznamo. 
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7 POVZETEK 
DE je dedna oblika sekundarne eritrocitoze, ki vodi v povečano koncentracijo Hb, 
hematokrita in povečanje števila eritrocitov. Eritrocitoze delimo na primarne in sekundarne, 
nato pa vsako delimo na prirojene in pridobljene. V večini primerov bolniki ne vedo, da 
imajo eritrocitozo, saj je pogosto asimptomatska in je le-ta odkrita naključno pri analizi 
krvne slike. Nezdravljena eritrocitoza lahko vodi do tromboembolitičnih zapletov. 
Eritrocitoza se lahko pojavi zaradi številnih različnih razlogov, kar otežuje diagnostiko. 
Primarna eritrocitoza je posledica različic nukleotidnega zaporedja v genih, ki uravnavajo 
eritropoezo, kar vodi v razrast eritrocitov v kostnem mozgu. Prirojeno podvrsto primarne 
eritrocitoze povzročajo različice nukleotidnega zaporedja v genu EPOR, pridobljeno pa 
različice nukleotidnega zaporedja v genu JAK2. Pri primarni eritrocitozi je značilna 
povečana produkcija eritrocitov kljub zmanjšani koncentraciji eritropoetina. Sekundarna 
eritrocitoza ima povišano ali normalno koncentracijo EPO in je motnja izven kostnega 
mozga. Pri pridobljenem podtipu je vzrok za nastanek hipoksemija ali od hipoksije 
neodvisno nastajanje EPO, kot na primer tumorji, ki izločajo EPO. Prirojeno podvrsto 
sekundarne eritrocitoze povzročajo različice nukleotidnega zaporedja v genih za proteine, ki 
so udeleženi v zaznavanju ravni kisika (VHL, EGLN1, EPAS1, EPO) ali transporta kisika 
(HBB, HBA1 in HBA2, BPGM). Gena HBA1 in HBA2 povzročata družinsko eritrocitozo tipa 
7 oz. ECYT7. 
Namen magistrske naloge je bil pregled različic nukleotidnega zaporedja genov HBA, 
povezanih z DE in vzpostavitev metode za določitev zaporedja genov HBA pri bolnikih s 
simptomi eritrocitoze. Pregledali smo literaturo za do sedaj opisane različice nukleotidnega 
zaporedja genov HBA1 in HBA2, povezane z ECYT7. Za to smo uporabili več podatkovnih 
zbirk, med drugim PubMed, HbVar, genomski brskalnik Ensembl in zbirko OMIM. Zbrane 
različice nukleotidnega zaporedja smo shematsko prikazali na nukleotidnem in proteinskem 
zaporedju in preverili bližino pomembnih vezavnih mest. V namen vzpostavitve 
diagnostičnega testa, smo določili področje genov, vključenih v sekvenčno analizo. Zaradi 
kratkega nukleotidnega zaporedja genov smo se odločili, da bomo sekvencirali celotna gena. 
Po izboru primernih ZO in optimizaciji pogojev pomnoževanja, smo uspešno pomnožili 
izbrane odseke genov na vzorcih za vpeljavo metode. V raziskavo smo vključili dva brata s 
sumom na DE. Uspešnost pomnoževanja smo preverjali z agarozno in poliakrilamidno 
elektroforezo. Želeli smo vzpostaviti pogoje, s katerimi bi pridobili specifične produkte, ne 
glede na koncentracijo vzorca DNA bolnika. Vendar je bilo treba zaradi nizke koncentracije 
enega vzorca, povečati volumen DNA v mešanici za pomnoževanje. Sekvenciranje je bilo 
izvedeno s smernimi in protismernimi ZO. Rezultate sekvenciranja smo poravnali z 
referenčnimi zaporedji obeh genov. Sekvence, pridobljene s protismernim zaporedjem, smo 
pretvorili z uporabo spletnega orodja Gene Warrior za poravnavo na referenčna zaporedja. 
Čeprav nismo odkrili nobenih različic nukleotidnega zaporedja pri bolnikih na genih HBA, 
ki bi bile povezane z nastankom ECYT7, smo uspešno vzpostavili protokol, ki omogoča 
ločiti med obema paralogoma, kar bo olajšalo odkrivanje specifičnih različic nukleotidnega 
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zaporedja v teh genih HBA1 in HBA2 v prihodnosti. 
Vzpostavili smo protokol za diagnostični test za določanje različic nukleotidnega zaporedja 
genov HBA1 in HBA2 pri bolnikih s sumom na ECYT7 v Sloveniji. Naslednji korak bo 
prenos protokola v klinično prakso. Z vse bolj dostopno metodo NGS bo določanje genetskih 
vzrokov za bolezni postalo hitrejše in enostavnejše, vendar bo sekvenciranje po Sangerju še 
vedno v uporabi za potrditev prisotnosti različic nukleotidnega zaporedja. 
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PRILOGA A 
Prikaz lege ZO in različic nukleotidnega zaporedja, navedenih v preglednici 2 na 
poravnanih zaporedjih HBA1 in HBA2. V spodnji vrstici je prikazano konsenzno 
zaporedje. ZO uporabljeni za HBA1 so obkroženi z rumeno in ZO uporabljeni za HBA2 so 
obkroženi z modro.
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PRILOGA B 
Rezultati sekvenciranja HBA1, poravnani z zaporedjem referenčnega genoma  
HBA1-Ensembl  --ACCGCCCTGCCCCCGGGCGAGCGGGATGGGCGGGAGTGGAGTGGCGGGTGGAGGGTGGAGA 
HBA1-AAB2-P2M-F      --------------------------------------------------------------- 
HBA1-AAB2-P2M-R      --------------------------------------------------------------- 
HBA1-AAB2-P1M-F       -------------------CGAGCGGGATGGGCGGGAGTGGAGTGGCGGGTGGAGGGTGGAGA 




HBA1-Ensembl  CGTCCTGGCCCCCGCCCCGCGTGCACCCCCAGGGGAGGCCGAGCCCGCCGCCCGGCCCCGCGC 
HBA1-AAB2-P2M-F        CGTCCTGGCCCCCGCCCCGCGTGCACCCCCAGGGGAGGCCGAGCCCGCCGCCCGGCCCCGCGC 
HBA1-AAB2-P2M-R        --------------------------------------------------------------- 
HBA1-AAB2-P1M-F       CGTCCTGGCCCCCGCCCCGCGTGCACCCCCAGGGGAGGCCGAGCCCGCCGCCCGGCCCCGCGC 




HBA1-Ensembl  AGGCCCCGCCCGGGACTCCCCTGCGGTCCAGGCCGCGCCCCGGGCTCCGCGCCAGCCAATGAG 
HBA1-AAB2-P2M-F        AGGCCCCGCCCGGGACTCCCCTGCGGTCCAGGCCGCGCCCCGGGCTCCGCGCCAGCCAATGAG 
HBA1-AAB2-P2M-R        --------------------------------------------------------------- 
HBA1-AAB2-P1M-F       AGGCCCCGCCCGGGACTCCCCTGCGGTCCAGGCCGCGCCCCGGGCTCCGCGCCAGCCAATGAG 




HBA1-Ensembl  CGCCGCCCGGCCGGGCGTGCCCCCGCGCCCCAAGCATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGCCCGGC 
HBA1-AAB2-P2M-F        CGCCGCCCGGCCGGGCGTGCCCCCGCGCCCCAAGCATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGCCCGGC 
HBA1-AAB2-P2M-R        --------------------------------------------------------------- 
HBA1-AAB2-P1M-F       CGCCGCCCGGCCGGGCGTGCCCCCGCGCCCCAAGCATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGCCCGGC 




HBA1-Ensembl  ACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGAC 
HBA1-AAB2-P2M-F        ACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGAC 
HBA1-AAB2-P2M-R        --------------------------------------------------------------- 
HBA1-AAB2-P1M-F       ACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGAGAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGAC 




HBA1-Ensembl  CAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGGTCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCT 
HBA1-AAB2-P2M-F        CAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGGTCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCT 
HBA1-AAB2-P2M-R        --------------------------------------------------------------- 
HBA1-AAB2-P1M-F       CAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGGTCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCT 




HBA1-Ensembl  GGAGAGGTGAGGCTCCCTCCCCTGCTCCGACCCGGGCTCCTCGCCCGCCCGGACCCACAGGCC 
HBA1-AAB2-P2M-F        GGAGAGGTGAGGCTCCCTCCCCTGCTCCGACCCGGGCTCCTCGCCCGCCCGGACCCACAGGCC 
HBA1-AAB2-P2M-R        --------------------------------------------------------------- 
HBA1-AAB2-P1M-F       GGAGAGGTGAGGCTCCCTCCCCTGCTCCGACCCGGGCTCCTCGCCCGCCCGGACCCACAGGCC 
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HBA1-Ensembl  ACCCTCAACCGTCCTGGCCCCGGACCCAAACCCCACCCCTCACTCTGCTTCTCCCCGCAGGAT 
HBA1-AAB2-P2M-F        ACCCTCAACCGTCCTGGCCCCGGACCCAAACCCCACCCCTCACTCTGCTTCTCCCCGCAGGAT 
HBA1-AAB2-P2M-R        ---CTCAACCGTCCTGGCCCCGGACCCAAACCCCACCCCTCACTCTGCTTCTCCCCGCAGGAT 
HBA1-AAB2-P1M-F       ACCCTCAACCGTCCTGGCCCCGGACCCAAACCCCACCCCTCACTCTGCTTCTCCCCGCAGGAT 




HBA1-Ensembl  GTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGC 
HBA1-AAB2-P2M-F        GTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGC 
HBA1-AAB2-P2M-R        GTTCCTGTCCTTCCTCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGC 
HBA1-AAB2-P1M-F       GTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGACCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGC 




HBA1-Ensembl  CCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGA 
HBA1-AAB2-P2M-F        CCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGA 
HBA1-AAB2-P2M-R        CCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGA 
HBA1-AAB2-P1M-F       CCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGGTGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGA 





HBA1-Ensembl  CGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCC 
HBA1-AAB2-P2M-F        CGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCC 
HBA1-AAB2-P2M-R        CGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCC 
HBA1-AAB2-P1M-F       CGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCCTGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCC 




HBA1-Ensembl  GGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTT 
HBA1-AAB2-P2M-F        GGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTT 
HBA1-AAB2-P2M-R        GGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTT 
HBA1-AAB2-P1M-F       GGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGCCGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTT 




HBA1-Ensembl  CCTCGCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCT 
HBA1-AAB2-P2M-F        CCTCGCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCT 
HBA1-AAB2-P2M-R        CCTCGCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCT 
HBA1-AAB2-P1M-F       CCTCGCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCT 
HBA1-AAB2-P1M-R       CCTCGCAGGGCAGAGGATCACGCGGGTTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCT 
 
 
HBA1-Ensembl  GGGCCCTCGGCCCCACTGACCCTCTTCTCTGCACAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACC 
HBA1-AAB2-P2M-F        GGGCCCTCGGCCCCACTGACCCTCTTCTCTGCACAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACC 
HBA1-AAB2-P2M-R        GGGCCCTCGGCCCCACTGACCCTCTTCTCTGCACAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACC 
HBA1-AAB2-P1M-F       GGGCCCTCGGCCCCACTGACCCTCTTCTCTGCACAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACC 




HBA1-Ensembl  CTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTG 
HBA1-AAB2-P2M-F        CTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTG 
HBA1-AAB2-P2M-R        CTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTG 
HBA1-AAB2-P1M-F       CTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTG 
HBA1-AAB2-P1M-R       CTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCCCTGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTG 
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HBA1-Ensembl  GCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTGGCCATGCTT 
HBA1-AAB2-P2M-F        GCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGGGGCCATGCTT 
HBA1-AAB2-P2M-R        GCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTGGCCATGCTT 
HBA1-AAB2-P1M-F       GCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATACCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTGGCCATGCTT 





HBA1-Ensembl  CTTGCCCCTTGGGCCTCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACCCGTACCCCCGTGGTCTT 
HBA1-AAB2-P2M-F        CTTGCCCCTTGGGCCTCCCCCCAGCCCCTC-TCCCTTTC-TGCACC-GTACCCCCGTGGTCTT 
HBA1-AAB2-P2M-R        CTTGCCCCTTGGGCCTCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACCCGTACCCCCGTGGTCTT 
HBA1-AAB2-P1M-F       CTTGCCCCTTGGGCCTCCCCC-AGC-CCCTCCTCCCTTCCTGCACTCGTACCCCCGTGGTCTT 




HBA1-Ensembl  TGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAGCCTGTGTGTGCCTGAGTTTTTTCCCTCAGCAAACGTGC 
HBA1-AAB2-P2M-F        TGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAGCCT----------------------------------- 
HBA1-AAB2-P2M-R        TGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAGCCTGTGTG------------------------------ 
HBA1-AAB2-P1M-F       TGAATAA-GTCTGAATGGGCGCGGCC------------------------------------- 
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Rezultati sekvenciranja HBA2, poravnani z zaporedjem referenčnega genoma. 
HBA2-Ensembl           TCCAGGCCGCGCCCCGGGCTCCGCGCCAGCCAATGAGCGCCGCCCGGCCGGGCGTGCCCCCGC 
HBA2-AAB2-P2M-F        --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P2M-R        --------------------------------------------------------------- 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 




HBA2-Ensembl           GCCCCAAGCATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGGCCGGCACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGA 
HBA2-AAB2-P2M-F        -------------------------------------------------CCCACAGACTCAGA 
HBA2-AAB2-P2M-R        -CCCCAAGCATAAACCCTGGCGCGCTCGCGGCCCGGCACTCTTCTGGTCCCCACAGACTCAGA 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 





HBA2-Ensembl           GAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGG 
HBA2-AAB2-P2M-F        GAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGG 
HBA2-AAB2-P2M-R        GAGAACCCACCATGGTGCTGTCTCCTGCCGACAAGACCAACGTCAAGGCCGCCTGGGGTAAGG 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 





HBA2-Ensembl           TCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGGTGAGGCTCCCTCCCCTGCT 
HBA2-AAB2-P2M-F        TCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGGTGAGGCTCCCTCCCCTGCT 
HBA2-AAB2-P2M-R        TCGGCGCGCACGCTGGCGAGTATGGTGCGGAGGCCCTGGAGAGGTGAGGCTCCCTCCCCTGCT 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 





HBA2-Ensembl           CCGACCCGGGCTCCTCGCCCGCCCGGACCCACAGGCCACCCTCAACCGTCCTGGCCCCGGACC 
HBA2-AAB2-P2M-F        CCGACCCGGGCTCCTCGCCCGCCCGGACCCACAGGCCACCCTCAACCGTCCTGGCCCCGGACC 
HBA2-AAB2-P2M-R        CCGACCCGGGCTCCTCGCCCGCCCGGACCCACAGGCCACCCTCAACCGTCCTGGCCCCGGACC 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 
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HBA2-Ensembl           CAAACCCCACCCCTCACTCTGCTTCTCCCCGCAGGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGA 
HBA2-AAB2-P2M-F        CAAACCCCACCCCTCACTCTGCTTCTCCCCGCAGGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGA 
HBA2-AAB2-P2M-R        CAAACCCCACCCCTCACTCTGCTTCTCCCCGCAGGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGA 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M ------------------------------GCAGGATGTTCCTGTCCTTCCCCACCACCAAGA 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 





HBA2-Ensembl           CCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGG 
HBA2-AAB2-P2M-F        CCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGG 
HBA2-AAB2-P2M-R        CCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGG 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M CCTACTTCCCGCACTTCGACCTGAGCCACGGCTCTGCCCAGGTTAAGGGCCACGGCAAGAAGG 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 





HBA2-Ensembl           TGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCC 
HBA2-AAB2-P2M-F        TGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCC 
HBA2-AAB2-P2M-R        TGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCC 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M TGGCCGACGCGCTGACCAACGCCGTGGCGCACGTGGACGACATGCCCAACGCGCTGTCCGCCC 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 





HBA2-Ensembl           TGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCCGGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGC 
HBA2-AAB2-P2M-F        TGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCCGGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGC 
HBA2-AAB2-P2M-R        TGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCCGGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGC 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M TGAGCGACCTGCACGCGCACAAGCTTCGGGTGGACCCGGTCAACTTCAAGGTGAGCGGCGGGC 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 





HBA2-Ensembl           CGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTTCCTCTCAGGGCAGAGGATCACGCGGG 
HBA2-AAB2-P2M-F        CGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTTCCTCTCAGGGCAGAGGATCACGCGGG 
HBA2-AAB2-P2M-R        CGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTTCCTCTCAGGGCAGAGGATCACGCGGG 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M CGGGAGCGATCTGGGTCGAGGGGCGAGATGGCGCCTTCCTCTCAGGGCAGAGGATCACGCGGG 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M --------------------------------------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        -------------------------------------------------------CACGCGGG 
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HBA2-Ensembl           TTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCGCACTGACCCTCTTCTCTGCA 
HBA2-AAB2-P2M-F        TTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCGCACTGACCCTCTTCTCTGCA 
HBA2-AAB2-P2M-R        TTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCGCACTGACCCTCTTCTCTGCA 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M TTGCGGGAGGTGTAGCGCAGGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCGCACTGACCCTCTTCTCTGCA 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M ----------------------------TGCGGGCCTGGGCCGCACTGACCCTCTTCTCTGCA 
HBA2-AAB2-P1M-F        TTGCGGGAGGTGTAGCGCAAGCGGCGGCTGCGGGCCTGGGCCGCACTGACCCTCTTCTCTGCA 





HBA2-Ensembl           CAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCC-C 
HBA2-AAB2-P2M-F        CAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCC-C 
HBA2-AAB2-P2M-R        CAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCC-C 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M CAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCC-C 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M CAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCC-C 
HBA2-AAB2-P1M-F        CAGCTCCTAAGCCACTGCCTGCTGGTGACCCTGGCCGCCCACCTCCCCGCCGAGTTCACCC-C 






HBA2-Ensembl           TGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATA 
HBA2-AAB2-P2M-F        TGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATA 
HBA2-AAB2-P2M-R        TGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATA 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M TGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATA 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M TGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCAAATA 
HBA2-AAB2-P1M-F        TGCGGTGCACGCCTCCCTGGACAAGTTCCTGGCTTCTGTGAGCACCGTGCTGACCTCCGAATA 






HBA2-Ensembl           CCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCT 
HBA2-AAB2-P2M-F        CCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCT 
HBA2-AAB2-P2M-R        CCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCT 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M CCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCT 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M CCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCCAACGGGCCCTCCT 
HBA2-AAB2-P1M-F        CCGTTAAGCTGGAGCCTCGGTAGCCGTTCCTCCTGCCCGCTGGGCCTCCTAACGGGCCCTCCT 





HBA2-Ensembl           CCCCTCCTTGCACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCAGCAGCCTGTGTG 
HBA2-AAB2-P2M-F        CCCCTCCTTGCACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAGCCTGTGTG 
HBA2-AAB2-P2M-R        CCCCTCCTTGCACCGGCCCTTCCTGGTCTT-GAATAAAGTCTGAGTGGCGGCAGCCTTTGCC- 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M CCCCTCCTTGCACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAGCCTGTGTG 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M CCCCTCCTTGCACCGGCCCTTCCTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGCAGCCTGTGTG 
HBA2-AAB2-P1M-F        CCTCTCCTTGCACCGGCCCTTCCTGTCCTTTGAATAAAGTCTGAGTGTGC------------- 
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HBA2-Ensembl           TGCCTGGGTTCTCTCTATCCCGGAATGTGCCAACAATGGAGGTGTTTACCTGTCTCAGACCAA 
HBA2-AAB2-P2M-F        TGCCTGGGTTCTCTCTATCCCGGAATGTGCCAA------------------------------ 
HBA2-AAB2-P2M-R        --------------------------------------------------------------- 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M TGCCTGGGTTCTCTCTATCCCGGAATGTGCCA------------------------------- 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M TGCCTGGGTTCTCTCTATCCCGGAATGTGCC-------------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        --------------------------------------------------------------- 






HBA2-Ensembl           GGACCTCTCTGCAGCTGCATGGGGCTGG 
HBA2-AAB2-P2M-F        ---------------------------- 
HBA2-AAB2-P2M-R        ---------------------------- 
HBA1/2-in1F-1-AAB2-P2M ---------------------------- 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P2M ---------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-F        ---------------------------- 
HBA2-AAB2-P1M-R        ---------------------------- 
HBA1/2-in2F-1-AAB2-P1M ---------------------------- 
 
Hramus I. Analiza variabilnosti genov HBA1 in HBA2 pri družinski eritrocitozi. 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021 
PRILOGA C 
Prispevek na 14. Simpoziju CFGBC (2019) 
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PRILOGA D 
Prispevek v Zbirki seminarjev pri predmetu Genomika (2018/19). Prikazana je prva stran 
prispevka. 
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PRILOGA E 
Okrajšave aminokislin 
A  Ala   alanin  
R   Arg  arginin  
D   Asp  asparaginska kislina  
N   Asn  asparagin  
C   Cys  cistein  
E   Glu  glutaminska kislina  
Q   Gln  glutamin  
G   Gly  glicin  
H   His  histidin  
I   Ile  izolevcin  
L   Leu  levcin  
K   Lys  lizin  
M   Met  metionin  
F   Phe  fenilalanin  
P   Pro  prolin  
S   Ser  serin  
T   Thr  treonin  
W   Trp  triptofan  
Y   Tyr  tirozin  
V   Val  valin 
